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飞秒激光双光子荧光显微系统的构建与应用
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摘　 要： 为进行双光子荧光显微成像研究，搭建了一套飞秒激光光源双光子荧光显微成像系统．对超短脉冲锁模激光器的成

像优势、双光子激励饱和功率及系统分辨率进行了理论推导，利用飞秒激光器、显微镜、数据采集设备与控制装置及扫描控制

软件搭建了显微成像系统，并对 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 样品进行双光子荧光显微成像实验．结果表明：相同条件下，超短脉冲锁模激光

器的双光子荧光产率为连续光输出激光器的 １０５ 倍；采用 ＵＰＬＳＡＰＯ６０ＸＯ 型物镜时，双光子激励饱和功率为 ５０ ｍＷ，理论横向

和轴向分辨率为 ３０３ ｎｍ 与 ７２７ ｎｍ；该系统具有显微成像能力，且实际横向分辨率小于 ３ μｍ．
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　 　 激光共聚焦显微镜采用激光作为光源，解决了

色差所造成的图像模糊问题．提高图像质量、成像速

度及图像分辨率［１－４］是激光共聚焦技术的研究重点．
共焦小孔的使用使得激励光与荧光的利用效率极

低，限制了图像质量的提高，而成像速度的提高又降

低了图像质量［５］ ．Ｄｅｎｋ 等［６］发明了第一台双光子荧

光显微镜，双光子荧光的非线性本质解决了共聚焦

对激励光和荧光利用效率低的问题，从根本上提高

了图像质量，为提高成像速度提供了可能［７－８］ ．双光

子荧光显微镜无焦外荧光产生，使其具有天然的高

分辨率和高信噪比［９］ ．商业双光子荧光显微镜价格

昂贵且功能有限，本文自行设计了一套费用较低且

具有良好扩展性的双光子荧光显微成像系统，并验

证了系统的可行性．

１　 双光子荧光显微成像理论

１􀆰 １　 超短脉冲锁模激光器用于双光子激励的优势

分析

双光子荧光中， 单位时间内吸收的光子数 Ｎａｂｓ

如下式所示：



Ｎａｂｓ（ ｔ） ＝ Ｃσ２Ｉ２０（ ｔ）∫
Ｖ
ｄｒＳ２（ ｒ） ． （１）

式中： Ｃ 表示染料浓度；Ｖ 表示被照射体积；σ２ 表示

双光子吸收截面；函数 Ｓ（ ｒ） 和 Ｉ０（ ｔ） 分别描述入射

激光的空间和时间分布．
在不存在受激发射与荧光淬灭时，单位时间内

探测器收集的荧光光子数可表示为

Ｆ（ ｔ） ＝ １
２
ϕηＮａｂｓ ． （２）

其中ϕ、η代表探测设备的荧光收集效率以及染料的

荧光量子效率．
按时间平均的光子通量〈Ｆ（ ｔ）〉 的表达式为

〈Ｆ（ ｔ）〉 ＝ ０􀆰 ５ϕηＣσ２〈 Ｉ０（ ｔ）〉 ２∫
Ｖ
ｄｒＳ２（ ｒ），

ｇ（２） ＝
〈 Ｉ２０（ ｔ）〉
〈 Ｉ０（ ｔ）〉 ２ ．

ì

î

í

ï
ïï

ï
ï

（３）

其中 ｇ（２） 描述的是激励光源的二阶时间相干性．若
选择锁模激光器作为光源，时间相干因子 ｇ（２） 可由

输出脉宽 τ 及激光器重频 ｆ 表示

ｇ（２） ＝
ｇ（２）
ｐ

ｆτ
． （４）

其中 ｇ（２）
ｐ 由脉冲形状决定且无量纲，本实验中为高

斯脉冲，ｇ（２）
ｐ 为 ０􀆰 ６６． 由锁模激光器的输出脉宽为

１００ ｆｓ，重频为 ８０ ＭＨｚ，可以计算出 ｇ（２）
ｐ ／ ｆτ≈１０５ ．这

也意味着，假设平均功率不变，使用的激励光源为超

短脉冲锁模激光器激励实验样品时，双光子荧光的

产生效率约为使用连续光输出激光器的 １０５ 倍，因
此超短脉冲锁模激光器用于双光子激励具有较大

优势．
１􀆰 ２　 双光子激励饱和功率估算

双光子激励的饱和功率为［１０］

Ｐｓａｔｕｒａｔｉｏｎ ≈ （０􀆰 ６１） ２ｈｃλｆτ

（ＮＮＡ） ２（σ２·τ）
１
２

＝ （０􀆰 ６１） ２ｈｃλｆτ
１
２

（ＮＮＡ） ２σ
１
２
２

　 ．

（５）
式中：ｈ 表示普朗克常量；ｃ 表示真空中光速；λ 表示

入射光波长；而 ＮＮＡ 是聚焦物镜的数值孔径．
本实验中，飞秒激光器输出的锁模激光中心波

长为 ８００ ｎｍ，其重频为 ８０ ＭＨｚ；物镜为 Ｏｌｙｍｐｕｓ 生

产的万能平场复消色差 ＵＰＬＳＡＰＯ６０ＸＯ 型物镜，其
具有 １􀆰 ３５ 的数值孔径；实际实验中，激光经过各类

光学元件后脉宽被展宽至 ２００ ｆｓ；假设双光子荧光

吸收截面的面积为 ５×１０－５０ ｃｍ４·ｓ；综上，饱和功率

大约为 ５０ ｍＷ．
１􀆰 ３　 双光子显微成像技术的分辨率

依据菲涅耳衍射中的旁轴近似理论，焦点处的

束腰可以用来表示横向分辨率［１１］

ｒ ＝ ２ω０ ＝ ２ λ
π

１ － ｓｉｎ２α
ｓｉｎ α

． （６）

其中 λ 表示入射激光波长，α 表示会聚角．此时假设

飞秒激光器输出脉冲为高斯形状．
可以将式（６）写成物镜数值孔径 ＮＮＡ 的函数

形式

ｒ ＝ ２ω０ ＝ ２ λ
π

１ －
ＮＮＡ

ｎ
æ

è
ç

ö

ø
÷

２

ＮＮＡ

ｎ

． （７）

　 　 轴向分辨率取决于入射激光在焦点附近轴向上

的分布，可以表示为以下形式：

ｚ ＝ ２ λ
π

１ －
ＮＮＡ

ｎ
æ

è
ç

ö

ø
÷

２

ＮＮＡ

ｎ
æ

è
ç

ö

ø
÷

２ ． （８）

　 　 值得注意的是，高数值孔径成像系统中入射激

光经物镜聚集后便会迅速聚集起来，这是由于会聚

角通常较大导致的，而此时将无法满足傍轴近似理

论中的小角度近似条件，因此式（７）、（８）仅适用于

数值孔径较小的情况．
对应于高数值孔径系统的衍射理论由 Ｒｉｃｈａｒｄｓ

和 Ｗｏｌｆ 提出，基于该理论可以得到分辨率的另一种

计算方法［１２］：

ｒ ＝

０􀆰 ３２λ
２ＮＮＡ

，ＮＮＡ ≤ ０􀆰 ７；

０􀆰 ３２５λ
２ＮＮＡ

０􀆰 ９１
，ＮＮＡ ＞ ０􀆰 ７．

ì

î

í

ï
ïï

ï
ïï

（９）

ｚ ＝ ０􀆰 ５３２λ
２

１

ｎ － ｎ２ － ＮＮＡ
２

é

ë

ê
ê

ù

û

ú
ú
． （１０）

　 　 根据本实验的基本情况，可以估算出系统分辨

率．实验中应用 ＵＰＬＳＡＰＯ６０ＸＯ 型物镜，折射率为

１􀆰 ５１５ 的松柏油作为填充介质，锁模激光器的中心

波长为 ８００ ｎｍ．根据式（７） ～ （１０）可知，菲涅耳衍射

理论的计算结果为理想计算结果，其横向分辨率及

轴向分辨率分别为 ２５９ ｎｍ 和 １３２ ｎｍ，而 Ｒｉｃｈａｒｄｓ
和 Ｗｏｌｆ 衍射理论的计算结果为３０３ ｎｍ和 ７２７ ｎｍ．通
常情况下，使用数值孔径更大的物镜并适当缩短入

射激光波长可以提高系统成像分辨率．

２　 双光子荧光显微成像系统

２􀆰 １　 实验装置及控制软件介绍

实验中所使用的装置及软件如下：
１）飞秒可调谐激光光源为掺钛蓝宝石固体激

光器 Ｔｓｕｎａｍｉ， 其 输 出 脉 宽 约 ５０ ｆｓ， 中 心 波 长

·２· 哈　 尔　 滨　 工　 业　 大　 学　 学　 报　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 第 ４７ 卷　



８００ ｎｍ；
２）二向色镜为 Ｃｈｒｏｍａ 公司的 ６８０ｄｃｓｐｘｒ．从其

透过率和反射率特性可知该二向色镜对波长大于

７２０ ｎｍ 的光反射率高达 ９５％，同时透过率小于 ５％，
因此可以对入射激光形成很好的截止作用．其对

４５０～６５０ ｎｍ 范围的光透过率高达 ９５％以上，而荧

光波长在此范围内；
３）发射滤光片为短波滤光片与带通滤光片．短

波滤光片是 Ｃｈｒｏｍａ 公司的 ＮＣ２１２０６６－ＥＴ６７０ｓｐ 型

产品，其对 ４００ ｎｍ 至 ６６０ ｎｍ 范围内的大部分光透

过率高达 ９９％．带通滤光片为兆九光公司的 ＢＰ５８０－
７０Ｋ 型产品，可用于对 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 样品的实验，该
滤光片的透过中心波长为 ５８０ ｎｍ，半宽为 ７０ ｎｍ；

４）扫描方式为机械扫描，平移台为 Ｐｒｉｏｒ 公司的

Ｈ１１７Ｐ２ＩＸ，其扫描速度基本满足实验需求，根据扫

描平台参数估计一幅像素为 １２８×１２８ 成像时间约

为 ４０ ｍｉｎ；
５） 物 镜 为 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公 司 的 ＰＬＮ ４０Ｘ 与

ＵＰＬＳＡＰＯ６０ＸＯ．当物镜为 ＰＬＮ４０Ｘ 时，根据式（７）得
到横向分辨率为 ５９６ ｎｍ；当物镜为 ＵＰＬＳＡＰＯ６０ＸＯ
时，根据式（９） ～ （１０）得到横向分辨率为 ３０３ ｎｍ；

６）利用 Ｃ＃语言编写了扫描控制软件，该软件在

控制平移台移动时，同时记录了各点坐标值及对应

坐标位置的输出电信号．目前本实验室正参照国际

上其他小组编写的 ＳｃａｎＩｍａｇｅ、ＭＰＳｃｏｐｅ 双光子显微

成像软件，编写功能更加全面的扫描控制软件．
２􀆰 ２　 显微成像系统的搭建过程及参数确定

双光子荧光显微成像系统搭建方案的主要光路

如图 １ 所示．

光谱仪

飞秒激光器
扩束准直装置

中性密度衰减片
聚焦透镜

光电二极管

发射滤光片

光电倍增管

二向色镜

PMT DCS103
数据采集器

计算机

控制器IX71显微镜

样品

分束片

物镜
平移台

图 １　 双光子荧光显微成像系统实验装置示意

　 　 激光脉冲由掺钛蓝宝石固体激光器 Ｔｓｕｎａｍｉ 发
出，利用扩束准直装置将飞秒激光变成准平行光，确
保此时光斑稍大于物镜入瞳．第一分束片将激光分

为两束，其中一束激光与 Ｏｃｅａｎ Ｏｐｔｉｃｓ ＨＲ４００ 光谱

仪相连接，从而实时监测激光器是否为锁模状态．利
用中性密度衰减片将另一束激光衰减，随后激光射

入第二分束片，分束后的一部分激光穿过透镜到达

ＰＩＮ 型光电二极管，透镜之前同样放置了中性密度

衰减片衰减激光，以防止由于光电二极管的低阈值

引起的饱和现象．另一部分激光入射生物显微镜，二
向色镜将激光反射至物镜，用于激励样品以产生双

光子荧光信号，通过二向色镜的荧光信号穿过发射

滤光片并到达光电倍增管，发射滤光片为一短波滤

光片或带通滤光片，可以减少由激光与杂散光所形

成的噪声，提高信噪比．利用 ＤＣＳ１０３ 数据采集系统

采集光电倍增管及光电二极管的输出电信号．计算

机利用扫描控制软件对电信号进行处理．计算机还

利用扫描控制软件控制控制器，从而实现对平移台

移动的实时控制以完成扫描过程．
激光器的长时间工作将会影响谐振腔的温度，

并可能导致形变的发生，而且机械扫描速度较为缓

慢，入射激光会存在能量抖动．由于双光子荧光信号

强度正比于激光强度的，激光强度每增大一倍就使

得荧光信号强度增大三倍．如图 １ 所示，在系统中添

加了 ＰＩＮ 型光电二极作为能量诊断装置．由于使用

的分束片比例固定，可以通过 ＰＩＮ 型光电二极管的

输出信号实时监测入射激光的能量抖动，以保证系

统的稳定性与实验数据的可靠性．

３　 双光子荧光显微成像实验研究

为了验证双光子荧光显微成像系统的成像能

力，对图 ２ 中的 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 染料表面进行成像．

图 ２　 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 固体染料照片

　 　 利用双光子荧光显微成像系统对固定在载玻片

上的 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 固体样品进行扫描成像，得到的

图像像素为 １２８×１２８，如图 ３ 所示．其中图 ３（ａ）未经

处理．实验中使用的物镜为 ＰＬＮ４０Ｘ，其放大倍数

４０×、数值孔径 ０􀆰 ６５．由于双光子荧光信号只有在焦

点附近才能产生，并且 ＰＬＮ４０Ｘ 物镜的聚焦后焦点

很小，固体染料表面的细微变化就可以影响荧光信

号的强弱甚至有无，图 ３（ａ）中的黑点就由此产生．
图 ３（ｂ）中对图像进行了平滑及去噪处理，图 ３（ｃ）
为边缘检测结果，图 ３（ｄ）对图像进行了平滑及增强

处理．图 ２、３ 证明该系统具有对样品进行双光子显

微的成像能力．
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（ａ）未处理　 （ｂ）平滑去噪　 （ｃ）边缘检测　 （ｄ）平滑增强

图 ３　 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ固体染料双光子荧光成像及处理结果

　 　 取少量 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 溶液滴在载玻片上风干，
风干后的 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 固体粉末状分布于载玻片

上，图 ４ 的放大倍数为 １００ 倍，Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 风干后

的固体粉末具有清晰的边缘．利用双光子荧光显微

成像系统对 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 粉末进行显微成像研究，
并将得到的结果与宾得 Ｋ－ｘ 数码单反相机拍摄的

照片进行对比．

图 ４　 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 样品拍摄照片

　 　 利用相机从目镜口进行拍摄，得到 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ
Ｂ 样品照片，如图 ５（ａ）所示．物镜放大倍数为 １０×，
目镜放大倍数为 １０×，显微镜内置变倍器放大倍数

为 １􀆰 ６×，因此总的放大倍数应为 １６０×．需要说明的

是拍摄的照片并不能包含整个视场．图中左上方的

曲线为载玻片划痕，与 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 粉末成像结果

无关．对 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 粉末完成双光子荧光显微成

像并对所得到的图像进行处理，结果如图 ５（ ｂ）所

示，其尺寸为１ ０１６ μｍ×１ ０１６ μｍ．通过图 ５ 可以看

到，双光子荧光显微成像系统得到的图像与相机从

目镜口拍摄得到的结果想吻合．但由于相机拍摄的

图片像素为４ ２８８×２ ８４８，相机拍摄所得结果更加清

晰，而双光子荧光显微成像结果的像素只能达到

１２８×１２８．由于机械扫描速度的限制，实验中需要耗

时 ４２ ｍｉｎ 才能得到一幅像素为 １２８×１２８ 的图像，耗
时 １６８ ｍｉｎ 才能得到一幅像素为 ２５６×２５６ 的图像，
这无疑会影响了双光子荧光显微成像系统的图像分

辨率．本实验室正在搭建的振镜扫描系统将提高扫

描速度，从而提高分辨率．
　 　 随后使用 ＰＬＮ４０Ｘ 物镜，利用相机从目镜口进

行拍摄，得到的结果如图 ６（ａ）所示，利用双光子荧

光显微成像系统对样品进行成像并处理所得图像，
结果如图 ６（ ｂ） 所示，其像素为 １２８ × １２８，尺寸为

３０４􀆰 ８ μｍ×３０４．８ μｍ．对比图 ６（ａ）与图 ６（ｂ），发现

双光子荧光显微成像系统得到的图像具有较为清晰

的细部特征，而只要增加成像的像素就可以提高图

像清晰度，因此双光子荧光显微成像系统可以在几

百微米大小的动植物细胞研究中得以应用．

（ａ） 拍摄照片　 　 　 　 （ｂ） 显微成像　 　

图 ５　 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 样品成像（１ ０１６ μｍ×１ ０１６ μｍ）

（ａ） 拍摄照片　 　 　 　 （ｂ） 显微成像　 　 　

图 ６　 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 样品成像（３０４􀆰 ８ μｍ×３０４􀆰 ８ μｍ）

　 　 最后，利用 ＵＰＬＳＡＰＯ６０ＸＯ 物镜对图 ４ 中任意

区域进行双光子荧光显微成像实验，得到的结果如

图 ７ 所示，其像素为 １２８ × １２８，尺寸为６０􀆰 ９６ μｍ×
６０．９６ μｍ．黄色箭头所指的两个荧光点间距不超过

３ μｍ，但两个点轮廓清晰且没有重叠区域，据此认

为该显微成像系统的横向分辨率应该小于３ μｍ．如
果能够制备出间距更小的荧光点，就可以进一步验

证横向分辨率的大小，由于荧光采集设备、杂散光影

响以及图像处理的问题，横向分辨率虽会逐渐接近

理想分辨率 ３０３ ｎｍ，但仍会有差距．

图 ７　 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 样品显微成像（６０􀆰 ９６ μｍ×６０􀆰 ９６ μｍ）

　 　 以上所有的 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 样品成像研究中，实
验过程中光纤光谱仪输出显示激光器锁模正常，能
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量诊断装置监测的激光能量抖动均不超过 ３％，因
此推断激光能量的抖动对荧光产生影响低于 ６％．

４　 结　 论

１）研究了双光子荧光显微成像原理，分析了超

短脉冲锁模激光器用于双光子荧光显微成像优势，
估算了双光子激励饱和功率，并对双光子荧光显微

成像分辨率进行了理论分析．
２）搭建了双光子荧光显微成像系统，并考虑了

环境因素对飞秒激光器的影响，添加光纤光谱仪及

能量诊断装置以避免失锁及能量抖动的发生．
３）对 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 样品进行双光子荧光显微成

像实验，证实了该系统具有显微成像能力．
４）该系统可以清晰地分辨出微米量级样品，横

向分辨率小于 ３ μｍ；由于采用机械扫描方式，生成

一幅像素为 １２８×１２８ 的图像需要约 ４２ ｍｉｎ．
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封面图片说明

图片是利用 ４０ 倍物镜对 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 固体粉末进行显微成像的结果，左侧为数码单反相机拍摄所

得结果，右侧为飞秒激光双光子荧光显微成像所得结果，通过对比发现双光子荧光成像具有较高的图像

分辨能力。 飞秒激光双光子荧光显微成像技术是一种具有微米级分辨能力的成像技术，相较于传统的

共聚焦显微成像技术，其具有分辨率高、信噪比高、成像深度高等优点。 利用双光子荧光技术，不仅能够

对动植物组织的细部结构进行观察，还可以对动植物生理活动进行实时观测。 本文构建了一套完整的

飞秒激光双光子荧光显微成像系统，并对 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ Ｂ 样品进行了显微成像实验。 该系统的横向分辨

能力小于 ３ μｍ，证实了其优越的成像性能。

（图文提供：　 秦一凡， 李茜， 刘斌， 张盛， 夏元钦．哈尔滨工业大学可调谐（气体）激光技术国家级重点实验室．
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